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k57 Resumen:
Procedimiento para el ensayo de antimicrobianos
frente a bacterias que crecen en biocapas.
Las bacterias productoras de exopolisacaridos forman
microcolonias y biolms, difciles de disgregar sin que
ello afecte a la viabilidad bacteriana. En ambos ca-
sos, el antibiotico tiene difcil acceso a las bacterias
y resulta a menudo inecaz, teniendo la mayora de
ensayos de antimicrobianos conocidos un bajo poder
de prediccion. En la invencion se describe un en-
sayo de antimicrobianos automatizado y rapido que
consta de dos fases: a) crecimiento de las bacte-
rias formando biolms en placas de 96 pocillos; y b)
extraccion del ATP bacteriano y cuanticacion auto-
matizada del mismo por luminometra. Dicha cuan-
ticacion permite determinar el numero de bacterias
presentes en el biolm (unidades formadoras de colo-
nia, ufc), por extrapolacion a partir del contenido en
ATP. La duracion del ensayo es de 1,5 horas para 96
muestras (50 segundos por pocillo). El ensayo es de
utilidad en industrias farmaceuticas y microbiologa
clnica.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Procedimiento para el ensayo de antimicrobianos frente a bacterias que crecen en biocapas.
Sector de la tecnica
Esta patente describe un nuevo metodo automatizado para determinar la efectividad de antimicro-
bianos frente a bacterias adheridas a supercies y que crecen formando biocapas (biolms). Es aplicable
a los sectores farmacologico y de microbiologa clnica.
Estado de la tecnica
Resistencia a antibioticos. En muchos ambitos hospitalarios y clnicos es preciso afrontar el hecho de
que las bacterias son cada vez mas resistentes a un mayor numero de antibioticos, como consecuencia del
consumo desmedido de antibioticos. La resistencia a los antibioticos puede estar controlada por el DNA
plasmadico, elementos transponibles o genes de resistencia integrados en el genoforo bacteriano (Smith J,
Lewin C (1993). Mechanisms of antimicrobial resistance and implications for epidemiology. Vet Microbiol
35:233-244). Las causas de la inecacia antibiotica hay que buscarlas tambien en la farmacocinetica, la
supervivencia de los estalococos dentro del fagocito, el fallo del antibiotico para penetrar en el interior
del mismo y atacar a la bacteria (Cremieux A, Carbon C (1992) Pharmacokinetic and pharmacodynamic
requirements for antibiotic therapy of experimental endocarditis. Antimicrob Agents Chemother 36: 10,
2069 -2074) o la barrera celular (secuestro) que suele formarse durante determinados procesos infecciosos.
Por ejemplo, en infecciones postoperatorias oseas, es muy frecuente que se produzcan graves inflamacio-
nes, con abundante produccion de pus, que dicultan el acceso de los antibioticos.
Infeccion cronica y biolms. La inecacia del tratamiento antibiotico para erradicar algunas infec-
ciones cronicas puede deberse asimismo a que los germenes implicados presenten una capacidad para
adherirse a biomateriales, producir exopolisacaridos y formar con ellos microcolonias (que no son suscep-
tibles a la fagocitosis, debido a su gran tama~no), con el consiguiente desarrollo de biocapas (biolms).
Se ha observado que los exopolisacaridos de S. aureus incrementan la adherencia bacteriana \in vitro"
(Iturralde M, Aguilar B, Baselga R, Amorena B (1993) Adherence of ruminant mastitis Staphylococcus
aureus strains to epithelial cells from ovine mammary gland primary cultures and from a rat intestinal
cell line. Vet Microbiol 38: 115-1217) e \in vivo" al cartlago y al hueso e incrementan la formacion de
microcolonias/biocapas en la osteomielitis, en la endocarditis y en la mamitis (Baselga R. (1991) Staphy-
lococcus aureus behaviour according to bacterial cell surface properties. Doctoral thesis. SIA- University
of Zaragoza. Zaragoza, Spain). Asimismo, los exopolisacaridos de S. epidermidis se hallan implicados en
la adherencia a biomateriales.
As, cuando la cronicidad e inecacia del antibiotico esta asociada a la presencia de microcolo-
nias/biolms (Ward KH, Olson ME, Lam K, Costerton JW (1992) Mechanism of persistent infection
associated with peritoneal implants. J Med Microbiol 36: 406-413), la inecacia antibiotica puede ex-
plicarse segun dos hipotesis (Costerton et al., 1987): i) los antimicrobianos no penetran dentro de la
microcolonia a traves del gel capsular; y ii) las bacterias dentro de la microcolonia estan en un estado
siologico especial en el cual son menos susceptibles al ataque antibiotico. Dicha inecacia ha sido obser-
vada por diversos autores (Anwar H, Strap JL, Costerton JW (1992 b) Establishment of aging biolms:
possible mechanism of bacterial resistance to antimicrobial therapy. Antimicrob Agents Chemother 36:
1347-1351), y, nuestros resultados previos as lo conrman mediante la utilizacion de cepas mucosas (pro-
ductoras de exoplisacaridos) y las respectivas variantes no mucosas de S. aureus (Baselga, 1991).
Antibiogramas y modelos \in vitro". Los ensayos de antibioticos convencionales \in vitro" resultan
inadecuados en estos casos asociados con la presencia de biolms, ya que se aplican a bacterias en sus-
pension (cuya viabilidad puede ser evaluada por recuento en placa o por luminometra; Stanley PE (1989)
A concise beginner’s guide to rapid microbiology using adenosine triphosphate (ATP) and luminiscence.
In: Stanley PE, McCarthy BJ, Smither R (ed) ATP luminescence. Rapid methods in microbiology.
Blackwell Oxford). Por esta razon, muchos autores han desarrollado modelos animales, en los que las mi-
crocolonias/biocapas aparecen, para estudiar la ecacia de diferentes antimicrobianos. Sin embargo, esta
metodologa (modelo animal), si bien puede elucidar aspectos sobre la dinamica de la infeccion farma-
cocineticos, requiere un gran numero de animales, es cara para ser aplicada de forma rutinaria, requiere
mucho tiempo y el numero de antimicrobianos que pueden analizarse en cada ensayo es muy peque~no.
En consecuencia, se han desarrollado distintos modelos para la formacion de biocapas bacterianas
\in vitro" (Wirtanen G., Mattila -Sandholm T, (1992) Eect of the growth phase of foodborne biolms
on their resistance to a chlorine sanitizer. Part II. Lebensm-wiss. u-Technol. 25:50-54). Sin embargo,
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los modelos desarrollados hasta la fecha \in vitro" que contemplan la formacion de biocapas suscepti-
bles de ataque antibiotico no son facilmente automatizables (se utiliza la adherencia a tubos, Hussain
M, Collins C, Hastings GM, White PJ (1992) Radiochemical assay to measure the biolm produced by
coagulase-negative staphylococci on solid surfaces and its use to quantitate the eects of various anti-
bacterial compounds on the formation of the biolm. J Med Microbiol 37: 62-69; ltros y dispositivos
especiales, Domingue G, Ellis B, Dasgupta M, Costerton JW (1994) Testing antimicrobial susceptibilities
of adherent bacteria by a method that incorporates guidelines of the National Committee for Clinical
Laboratory Standards. J Clin Microbiol 10: 2564-2568; discos de agar, Jouenne T, Tresse O, Junter G,
(1994) Agar-entraped bacteria as an in vitro models of biolms and their susceptibility to antibioitics.
FEMS Microbiol Letters. 119: 237-242; o bolitas de vidrio, Blaser J, Vergeres P, Widmer AF, Zimmerli
W (1995) In vivo vericaion of in vitro model of antibiotic treatment of device-related infection. Antimi-
crob Agents Chemother. 39: 1134-1139) y son lentos, con una evaluacion de la viabilidad bacteriana no
automatizada. Entre ellos se encuentran los que contemplan un crecimiento bacteriano: a) con adicion
de medio en distintos momentos, es decir sin flujo continuo (Barth E, Myrvik Q, Wagner W, Gristina A.
(1989) In vitro and in vivo comparative colonization of Staphylococcus aureus and Staphylococcus epider-
midis on orthopaedic implant materials. Biomaterials 10:325-328); y b) con flujo continuo quimiostatico
(Anwar et al., 1992a; Domingue et al, 1994). A pesar de que el segundo modelo se acerca mas que e 561
primero al crecimiento \in vivo", la composicion y dinamica bioqumica, farmacologica e inmunologica del
medio utilizado se halla lejos de la situacion \in vivo", en el microambiente que acompa~na a la infeccion
originada tras una infeccion quirurgica. En ninguno de estos modelos se contempla la utilizacion de en-
sayos rapidos y materiales simples (por ejemplo en placas de 96 pocillos), ni la evaluacion automatizada
de la viabilidad bacteriana (por ejemplo, por luminometra), estrategias que utilizan en la invencion.
Desarrollo de un nuevo ensavo \in vitro". Obviamente, para estudiar un numero importante de an-
timicrobianos \in vitro", resultara de interes clnico el desarrollo de una tecnologa que permitiera el
desarrollo de biolms y la evaluacion de viabilidad bacteriana automatizada (por ejemplo, la lumino-
metra). Segun apunta Vasavada (Vasavada P. (1993) Rapid methods and automation in dairy microbio-
logy. Symposium: Evaluation of milk and dairy products. J. Dairv Sci. 76: 3101-3113), la medicion de
ATP por luminometra constituye uno de los metodos actuales mas rapidos de estimacion de viabilidad
bacteriana (Bautista D, Vaillancourt JP, Clarke R, Renwick S, Griths W, (1995) Rapid Assessment of
Microbiological quality of poultry carcasses using ATP Bioluminescence. J Food Protect. 58: 5, 551-554;
Cooksey R, Morlok G, Beggs M, Crawford J, (1995) Bioluminescence method to evaluate antimicrobial
agents against Mycobacterium avium. 1995. Antimicrob. Agents and Chemother., 39:3 754-756). En
este metodo, el ATP bacteriano se detecta mediante la reaccion luciferina-luciferasa. La luz producida es
captada por un luminometro. Teniendo en cuenta todo lo expuesto, se ha dise~nado un ensayo \in vitro"
que utiliza la luminometra y aborda las principales dicultades planteadas hasta la fecha: un ensayo
sencillo para el desarrollo de las microcolonias y que pueda realizarse y evaluarse de forma automatizada.
La adecuacion a las lneas marcadas en algunos pases (por ejemplo, en Estados Unidos, por la National
Committee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS) es otra de las dicultades que se han tenido en
cuenta (Domingue et al., 1994).
La metodologa de formacion de las biocapas y ensayo de antimicrobianos descrito en esta invencion
es sencilla, permite la obtencion rapida de los resultados y:a automatizacion de la tecnica; el coste es
aceptable, y no se aleja de las propuestas de la NCCLS, aunque en dichas normas no esta contemplada
por el momento la cuanticacion de bacterias que crecen formando biocapas. La invencion podra ser
de utilidad para predecir la ecacia de distintos antimicrobianos en estos casos. Por ello, incumbe a
la industria farmaceutica, como paso previo al lanzamiento de nuevos antimicrobianos al mercado; y a
laboratorios de bacteriologa, de cara al dise~no, mejora y/o seleccion de antimicrobianos, o como sistema
diagnostico en casos especiales.
Descripcion de la invencion
a. Problema tecnico planteado y su resolucion
Solo una minora de ensayos \in vitro" de sensibilidad a antimicrobianos aborda la utilizacion de
bacterias en biolms. En el ensayo mas reciente elaborado al respecto (Domingue et al., 1994) se utilizan
unas camaras de flujo continuo especialmente construidas para este proposito, provistas de una serie de
cartuchos intercomunicados en la fase fluida, en los cuales las bacterias crecen sobre ltros. La evaluacion
de la viabilidad bacteriana se realiza por recuento de colonias en placa (cfu) y, segun los propios auto-
res dicho ensayo es laborioso y no es facilmente automatizable para ser aplicado rutinariamente en un
laboratorio. El numero de muestras analizadas en cada ensayo es reducido y la flexibilidad del mismo en
cuanto a la realizacion de pruebas simultaneas (por ejemplo, estudio de distintos antibioticos a distintas
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concentraciones) es inviable, considerando que el misno caldo afluye a los distintos cartuchos.
Una alternativa a este enfoque sera permitir el crecimiento de las bacterias sobre supercies no
intercomunicadas en su fase fluida. Ello tendra la ventaja de poder realizar varios tipos de ensayos
simultaneamente, pero antes habra que determinar que tipo de material inerte es capaz de retener el
biolm bacteriano y a su vez de liberar las bacterias para el recuento cuando el investigador lo desee. En
la invencion se describe el tipo de material y el tratamiento del mismo para lograr dicho objetivo.
El segundo problema a resolver sera la automatizacion de la cuanticacion de las bacterias viables
tras la adicion del antimicrobiano. En la invencion se describe la metodologia para cuanticar dichas
bacterias de manera automatizada facil de adaptar a ensayos rutinarios y a bajo coste.
Un ultimo problema que puede presentarse en la formacion de biolms \in vitro" es que muchas po-
blaciones bacerianas son heterogeneas en cuanto a la capacidad de produccion de exopolisacaridos, por lo
que los biolms que forman dichas bacterias podran calicarse de heterogeneos y con un espesor difcil
de predecir. A este respecto, tambien se indica en la invencion el metodo para resolver este problema
(vease Apartado c. Cepas bacterians. Caso 1).
b. Breve descripcion de la invencion
Las caractersticas principales del ensayo desarrollado son las siguientes (por etapas):
1. Se crecen bacterias adheridas e incluidas en biolms bacterianos. Los biolms se desarrollan en
pocillos de placas de cultivo celular de poliestireno (96 pocillos/placa).
2. Se a~naden uno o mas antibioticos por placa para estudiar la efectividad de los mismos frente a
las bacterias.
3. Tras la accion del antibiotico, se determina la viabilidad bacteriana de una forma rapida y
automatizada del siguiente modo: utilizando ba~no ultrasonico y un extractante para obtener el ATP
de las bacterias viables presentes en el biolm, e cuantica el contenido en ATP de las bacterias del
biolm automaticamente mediante luminometra, correlacionandose este contenido con el numero
de bacterias viables (ufc) de la muestra original.
c. Descripcion detallada de la invencion
A continuacion describimos de forma detallada la invencion por etapas
1. Crecimiento de las bacterias en biolms
Las cepas bacterianas utilizadas en el ensayo son de dos tipos, dependiendo de la aplicacion del ensayo
en cada caso.
Tipos de cepas
Caso I. Industria farmaceutica: Comportamiento de un antimicrobiano en estudio frente a bacterias
standard productoras de exopolisacaridos (vease ejemplo 1)
Se utilizan para el desarrollo del biolm variantes bacterianas prototipo productoras de exopoli-
sacaridos (PE), generadas por el laboratorio que suscribe la patente. Dichas variantes se han obtenido
en el laboratorio por seleccion a favor de bacterias adherentes, a partir de cepas de S. aureus no pro-
ductoras de exopolisacaridos aisladas de mamitis, segun el metodo descrito previamente para S. aureus
(Baselga, R., I. Albizu, M, De la Cruz, E. Del Cacho, M, Barberan y B. Amorena. 1993. Infect. Immun.
61: 4857-4862.). Como cepa de referencia puede emplearse la variante PE obtenida a partir de la cepa
ATCC29213.
Caso II. Microbiologa clnica: Produccion de biolms por parte de bacterias aisladas de casos
clnicos (vease ejemplo 2). Determinacion de la sensibilidad a distintos antimicrobianos por parte
de la bacteria responsable de la infeccion en cuestion (veanse ejemplos 1 y 2)
Se utilizan para el desarrollo del biolm las bacterias aisladas directamente del individuo infectado.
Tambien puede optarse por obtener variantes PE a partir de las bacterias aisladas del individuo infectado,
segun se indica en el caso I (vease ejemplo 2). Esta opcion puede ser de utilidad en casos en los que se
sospeche que el foco principal de bacterias adheridas o formadoras de biolm no se halle representado en
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la muestra obtenida a partir de un paciente sino en otra localizacion en el cuerpo del paciente.
En ambos casos (I y II), para el ensayo de adherencia, se siembran las bacterias, crecidas en sus-
pension, en placas de fondo plano de 96 pocillos comerciales, con recubrimiento especco para cultivo
celular (Cell Well Tissue Culture Treated Polyestyrene Plate, Corning, New York), inoculandose en cada
pocillo 25 l de cultivo bacteriano en TSB (u otro medio de cultivo lquido) en fase estacionaria. Se
a~naden a continuacion 175 l de medio de cultivo. Tras una incubacion a 37C (durante 1, 2, 6, 24 o
48 horas, segun la edad del biolm deseada) con renovacion periodica del medio, se lavan las bacterias 3
veces con PBS esteril y se procede a la adicion del antibiotico a estudiar o bien a la conservacion dr la
placa en el congelador (las placas con biolms pueden conservarse a -70C hasta 5 das), a~nadiendo a las
bacterias medio TSB con 15 % de glicerol; en este caso, para su utilizacion el da del ensayo, se descongela
la placa a temperatura ambiente y tras 2 horas a 37C en medio de cultivo, se a~nade el antimicrobiano.
2. Adicion del antibiotico
La concentracion de antimicrobiano puede ser elegida en cada caso (a modo orientativo, las concen-
traciones de antibiotico a estudiar pueden oscilar entre 1 x MBC y 500 mg/ml). Los resultados se evaluan
en el tiempo elegido (frecuentemente suelen evaluarse a las 24 horas tras la adicion del antibiotico, segun
las normas de la NCCLS, aunque pueden aplicarse distintos tiempos, por ejemplo para identicar an-
tibioticos de accion rapida o antimicrobianos de tipo desinfectante). Los antibioticos se diluyen en caldo
Mueller-Hinton, segun las normas de la NCCLS previo a su utilizacion en el ensayo.
3. Extraccion de ATP y cuanticacion por luminometra
Tras la accion del antimicrobiano, se elimina el medio de cultivo y se procede a la extraccion del ATP
de las bacterias adheridas. Esta se realiza a~nadiendo a cada pocillo 200 l de extractante de ATP. A
continuacion, se procede a una sonicacion de las placas (de 15 a 30 min) en ba~no ultrasonico (P-Selecta),
y nalmente se determina (en una alcuota de 40 l) la viabilidad bactcriana a partir del ATP detectado
con un Luminometro (Luminoskan R S 1.1-0; Labsystems, Finlandia, Helsinki).
Se obtiene practicamente la misma cantidad de ATP incubando con el extractante media hora (perodo
de sonicacion) o hasta 6 horas. Esta estabilidad de la reaccion del ATP extrado supone una ventaja
desde el punto de vista practico.
Los ensayos se realizan por duplicado, no siendo necesario el aumento del numero de replicas. El
biolm queda totalmente desprendido tras la media hora de ba~no ultrasonico, lo cual puede comprobarse
examinando la placa (tras la sonicacion y consiguiente eliminacion del contenido de los pocillos) en un
lector ELISA (a 405 nm).
La lectura de una placa (96 pocillos) al luminometro se realiza de forma automatizada en hora y
media, aproximadamente (cada pocillo se lee en 50 segundos). No requiere personal especializado. El
coste total es de unas 100 pts. por muestra analizada (50 pts por pocillo), muy inferior al metodo de
recuento en placas (en el cual se utilizan varias placas de cultivo por muestra y el tiempo correspondiente
de personal especializado para recuento de colonias).
Aunque la metodologa que se describe en la invencion hace referencia al estudio de la accion de un
antimicrobiano sobre biolms preformados, dicha metodologa puede aplicarse para el estudio de la accion
del antibiotico sobre la formacion de biolms. En este ultimo caso, se a~nadira el antibiotico con el medio
de cultivo durante el proceso de formacion del biolm y no posterior al mismo.
Ejemplos de la realizacion de la invencion
Ejemplo 1
Sensibilidad a los antibioticos en Staphylococcus aureus cultivado en Biolms formados por cepas proto-
tipo productoras de slime
Las infecciones estalococias representan un importante problema en el perodo postoperatorio, espe-
cialmente cuando las bacterias son geneticamente resistentes a los antibioticos y cuando forman biolms,
favoreciendo la cronicidad. Los antibioticos son inecaces frente a bacterias productoras de biolms (pro-
ductoras de slime, PE) debido a que la matriz de exopolisacaridos impide la migracion del antibiotico
hacia las bacterias o porque las bacterias en las capas internas del biolm pasan a ser metabolicamente
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menos susceptibles al ataque antibiotico (Anwar H, Strap J, Costerton W. (1992). Antimicrob. Ag
Chemoter. 36:7 1347-1351). Por esta razon, los antibiogramas in vitro convencionales (NCCLS) que
no se desarrollan especcamente para bacterias en biolm pueden ser inadecuados o predecir de forma
incompleta la ecacia del antibiotico (Domingue G, Elis B, Dasupta M, Costerton W. (1994). J. Clin.
Microbiol. 32:10, 2564-2568). En la actualidad, es necesario un ensayo \in vitro" de resistencia a an-
tibioticos automatizado para bacterias en biolms, que pueda sustituir a los modelos in vivo hasta ahora
desarrollados.
El objetivo de este trabajo fue determinar la ecacia de diferentes antibioticos frente a biolms bacte-
rianos empleando un ensayo \in vitro" automatizado y variantes PE prototipo generadas en el laboratorio,
y comparar los resultados con los obtenidos al realizar un antibiograma siguiendo las normas de la NC-
CLS, en el cual no se considera la formacion de biolms.
Material y metodos
Cepas. Se emplearon las cepas 72, 80 y 510 aisladas de casos de mamitis bovina, as como la cepa ATCC
29213. Se dispona de dos variantes de cada cepa: 72-, 80-, 510- y ATCC -(variantes NPE) y 72+, 80+,
510+ y ATCC+, variantes PE, empleadas para la formacion del biolm. La produccion de variantes y
su distincion en Agar Rojo-Congo se realizaron segun los procedimientos de Baselga et al (Baselga R,
Albizu I, De la Cruz M, Del Cacho E, Barberan M, Amorena B. (1993). Infec Immun 61:11, 4857-4862)
y Freeman et al (Freeman D, Falkiner F, Keane C. (1989). J. Clin. Pathol. 42:872-874).
Antibioticos, MICs y MBCs. Los antibioticos empleados fueron amikacina, cefuroxima, cefazolina, fosfo-
micina, nitrofurantona, novobiocina, penicilina-G, rifampicina, tobramicina y vancomicina.
La MIC y la MBC de cada antibiotico fue determinada para las 4 cepas (variantes PE y NPE) por el
metodo de microdilucion, siguiendo las normas de la NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory
Standards. (1990). Methods for dilution antimicrobial susceptibility test for bacteria that grow aerobi-
cally, vol 2. Approved standars M7-A2. NCCLS, Villanova, Pa.). La MBC fue denida como el 99,9 %
de reduccion en el numero inicial de microorganismos. La MBC de todos los antibioticos y para todas
las cepas era al menos 10 veces menor que la concentracion empleada en los estudios sobre el biolm.
Formacion de microcolonias. En una placa de 96 pocillos (Cell culture plate, Corning) se inocularon 25
l de un crecimiento bacteriano estacionario en medio lquido, TSB o Muller Hinton, y 175 l de medio
de cultivo fresco (TSB, Muller Hinton y leche entera esteril). Tras una incubacion a 37C durante 6, 24
o 48h, renovando el medio cada 12 horas, la placa se lavo con agua destilada esteril y se a~nadieron a
cada pocillo 200 l de antibiotico a 500 g/ml en medio Mueller Hinton. En cada placa se dispone de un
control de crecimiento sin antibiotico. Tras una incubacion a 37C 24 h, la placa se vacio y se llenaron
los pocillos con 200 l de DMSO (este actua como extractante del ATP que contienen las bacterias que
quedan vivas y adheridas a la supercie de la placa). Se transrio una alcuota de 40 l a una placa
opaca para la lectura de la cantidad de ATP bacteriano extrado mediante bioluminiscencia.
Metodo de cuanticacion por ATP-bioluminescencia.
Reactivos. Para el ensayo se emplearon un ATP estandar, un complejo enzimatico lucifernluciferasa
(ATP monitoring reagent), DMSO como extractante de ATOP y un tampon Tris-acetato (0.1M Tris,
1 mM EDTA, ajustado a pH 7.75 con acido acetico). En cada pocillo, que contiene 40 l de muestra
-extractante, se dispersaron 150 l de tampon tris-acetato, 25 l de reactivo monitor de ATP y 10 l de
ATP estandar por este orden. La emision de luz se determino despues de la adicion de cada componente.
Los resultados se obtuvieron en femtomoles de ATP. Para hacer la conversion de moles de ATP a unidades
formadoras de colonias, se obtiene una curva de calibracion entre ufc/ATP con el procedimiento de Ward
et al. (1986).
Analisis estadstico. Se aplico una t de Student pareada de dos colas, comparando el Log cfu obtenido
despues de la incubacion con cada antibiotico y el Log cfu obtenido en ausencia de antibioticos. Los
antibioticos se consideraron inecaces en el caso de que la diferencia entre el crecimiento en presencia de
antibioticos y en ausencia de ellos (controles) no era signicativa.
Resultados
Considerando las MICs obtenidas por el metodo convencional, se observo que todas las cepas eran
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sensibles a los antibioticos testados, excepto la cepa 510, que resulto resistente a la penicilina. Para cada
cepa, los valores de MIC y MBC obtenidos al comparar las variantes PE y NPE eran similares (Tabla 1).
TABLA 1
Rango de valores de MIC y MBC para celulas lanctanicas por el
metodo de mierodilucion en Mueller-Hinton
Celulas planetonicas en Mueller-Hinton
Antibiotico testado MIC (h/ml) MBC (g/ml)
Cefuroximea 1 2
Novobiocina 0.031 0.12- 2
Rifampicina 0.0025 0.01
Vancomicina 0.5 1 - 4
Cefazolina 0.12-0.5 0.25 - 2
16 (cepa 72) 32 (cepa 72)
Fosfomicina 64 (cepa 80,510) 128 (cepa 80,510)
8 (cepa 29213) 8 (cepa 29213)
Nitrofurantona 8 - 16 16 - 32
Penicilina 0.016 (cepa 72,80) 1 (cepa 29213)
16 (cepa 510) 8 (cepa 29213)
1 (Cepa 29213)
Amikacina 0.5 - 2 4
Tobramicina 0.063- 0.25 2
TABLA 2
Ecacia del antibiotico frente a celulas en biolm
Antibiotico Concentracion Ecacia segun edad del biolm, cepa y medio
testado  de antibiotico
6 h 24 h 48 h
Cefuroxima 250 xMBC Si Si Si
Novobiocina 4,166-250 xM C Si Si Si
Rifampicina 50,000 xMBC Si Si Si
Vancomicina 500-125 xMBC Si Si Si
Cefazolina 2,000-250 xM C Si Si Si,variable
en leche
Fosfomicina 15.6 xMBC (c pa 72) Si Variable Si, variable
4 xMBC (cepa 80, 510) en leche
62.5 xMBC (c pa 29213)
Nitrofurantona 31.25-15.6 x BC Si Si en TBS, MH Si en TBS, MH
No en Leche No en Leche
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TABLA 2 (Continuacion)
Ecacia del antibiotico frente a celulas en biolm
Antibiotico Concentracion Ecacia segun edad del biolm, cepa y medio
testado  de antibiotico
6 h 24 h 48 h
Penicilina 500 XMBC (cepa 72,80) Si para cepas Si para cepas Si para cepas
72,80 72,80 No para cepas 72
7.81 xMBC (cepa 510) No para cepas No para cepas 510, 510,29213
510,29213 29213
62.5 xMBC (cepa 29213)
Amikacina 125 xMBC Variable No, con excepciones No
No para 510
Tobramicina 250 xMBC No, con No, con excepciones No
excepciones
 Se utilizaron 500 g/ml en t dos los casos. Los datos se proporcionan en relacion a la MBC.
Con escasas excepciones, la a ikacina y la tobramicina eran inecaces frente a los biolms bacteria-
nos, independientemente del medio de cultivo empleado y la edad del biolm (P>0,05; Tabla 2). Los
antibioticos cefuroxima, novobiocina, rifampicina y vancomicina resultaron ecaces en todos los casos
(P<0,05). La nitrofurantona (a 24 y 48 h) y la cefazolina (a 48 h) mostraron una baja ecacia cuando
las bacterias crecan en leche pero resultaron ecientes en el resto de las situaciones (P<0,05). La fos-
fomicina y la penicilina presentaron una ecacia variable, dependiente de la cepa, con menor ecacia
conforme se incrementaba la edad del biolm.
El ensayo descrito puede ayudar a predecir la efectividad de antibioticos frente a bacterias formando
biocapas. Las celulas inmersas en el biolm pueden comportarse como resistentes a ciertos antibioticos
(amikacina y tobramicina) aunque las bacterias en suspension sean sensibles a los ensayos de antibioticos.
La aplicabilidad de esta metodologa en la industria farmaceutica, de cara a seleccionar sus antibioticos
previo a su lanzamiento al mercado es evidente. La cepa, el medio de cultivo y las diferencias de edad
del biolm puede afectar a la ecacia de algunos antibioticos frente al biolm. El hecho de que el biolm
formado por S. aureus empleando leche como medio de cultivo esta asociado con la inecacia de los
antibioticos puede tener signicacion en el desarrollo de la mamitis cronica.
Ejemplo 2
Determinacion de la capacidad formadora de Biolms de Staphylococcus aureus aislados de casos clnicos
En especies como Staphylococcus aureus, se ha observado que la produccion de una matriz exopo-
lisacardica, comunmente conocida como slime, conduce a la formacion de microcolonias y aumenta
la adherencia a diferentes supercies, como polmeros o plasticos (Christensen, G.D., Simpson, W.A.,
Younger, J.J... 1985 J. Clin. Bicrobiol 22: 996 -1006), formando capas o biolms. La produccion de
exopolisacaridos puede diferir entre variantes de una misma cepa, las cuales pueden coexistir en un mismo
individuo. Por ello, a partir de una cepa no productora de exopolisacarido (NPE), puede obtenerse \in
vitro" su variante productora (PE) y viceversa (2). Las bacterias de cepas PE tienen una mayor capacidad
colonizadora (Baselga, R., Albizu, I., de la Cruz, M... 1993 Infect. Immun. 61: 4857-4862), escapan a la
fagocitosis (Baselga, R., Albizu, I., Amorena, B. 1994 Vet. Microbiol. 39: 195-204) y pueden encontrarse
en la naturaleza habitualmente asociadas a infecciones cronicas, siendo estas difciles de diagnosticar y
erradicar mediante tratamiento antibiotico. Ello supone una gran perdida del potencial productivo en
especies como la bovina, en las que los animales con infeccion cronica por S. aureus (mastitis) han de ser
sacricados. Para el estudio del tratamiento de infecciones cronicas, se han propuesto modelos animales,
generalmente lentos y costosos (5,6,7). Tambien se ha dise~nado un modelo in vitro laborioso que no re-
sulta aconsejable como metodo de rutina, segun sus autores (8). En el presente estudio, se ha desarrollado
un modelo in vitro sencillo, basado en la formacion de biolms (utilizando cepas PE y placas de plastico
de 96 pocillos) y uso de ATP-bioluminiscencia, evaluandose en 1h/placa la viabilidad bacteriana del
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biolm.
El objetivo de este trabajo es determinar de forma automatizada la capacidad formadora de biolms
por parte de aislamientos bacterianos procedentes de individuos con estatococias.
Se aislaron a partir de dos individuos dos cepas de S. aureus NPE (80 y 510), aisladas de mastitis
clnica bovina, obteniendose de ellas in vitro su variante PE (Baselga, R., Albizu, I., Penades, J.R...
1992 Current Microbiol. 25: 173-179). Las cepas se conservaron a -20C en medio TSB con 15 % de
glicerol. Previo a cada ensayo, las bacterias se sembraron en Agar Sangre. Para el ensayo de adherencia,
se emplearon placas de fondo plano de 96 pocillos de poliestireno (Nunc-Immuno Plate) o comercia-
les, con recubrimiento especco para cultivo celular (Cell Well Tissue Culture Treated Polyestyrene
Plate, Corning, New York). Las primeras se recubrieron con gelatina (con calidad para cultivo celular)
o con hidrobomuro de poly-L-lisina (ambas de Sigma, St. Louis, USA). Tras incubacion con 0,2 mlde
la correspondiente solucion (0,5 mg/ml y 0,1 mg/ml, respectivamente) a 37C (durante 18h y 10 min,
respectivamente), lavado con agua destilada y secado, en cada pocillo se inocularon 25 l de crecimiento
bacteriano en TSB en fase estacionaria. Se a~nadieron 175 l de TSB. Tras una incubacion a 37C (durante
1, 2, 6, 24 y 48 h), tres lavados, extraccion del ATP con 200 l de dimetil sulfoxido (DMSO; de Panreac,
Barcelona) y ultrasonicacion (15 min) en ba~no (P-Selecta), se determino (usando 40 l) la viabilidad
bacteriana con un Luminometro (Luminoskan R S 1.1-0 (Labsystem, Finlandia, Helsinki). Se produjeron
curvas estandard y se correlaciono la luz emitida (ATP -bioluminiscencia) por bacterias viables con las
UFC, segun el metodo de Wheat (Wheat P.F., Hastings J. G.M., Spencer R., 1988 J. Med. Microbiol.
25: 95 -99). Los ensayos se realizaron por duplicado en 4 fechas, aplicandose un analisis Anova 2 factorial
(programa estadstico Superanova para Machintosh). Para cada variante, se obtuvo una tabla de medias
referidas al efecto tiempo y material.
La adherencia de las cepas testadas vario con el tipo de placas, gurando en orden de may,or a menor
la adherencia a: placas comerciales de cultivo celular, poliestireno recubierto de gelatina, poliestireno
recubierto de lisina y poliestireno no tratado (Figs. 1-4). Se observaron diferencias (P <0,05) entre el
primer tipo de placas y los restantes en todas las cepas (excepto en la variante NPE de la cepa 80), a partir
de las 6 h de incubacion. A la vista de los resultados obtenidos, dicho tipo de placas (de cultivo celular)
sera el de eleccion para ensayos sistematizados de formacion de biolms de S. aureus. Se evidenciaron
diferencias entre cepas y entre variantes (PE y NPE) de S. aureus respecto de la capacidad formadora de
biocapas (las variantes PE se adheran mas que las NPE). Por otro lado, al analizar el perodo de incu-
bacion mnimo necesario para formacion de biolm, se comprobo que 2 h era un perodo insuciente para
que, en las condiciones de esta experiencia, las variantes PE formaran una biocapa fuertemente adherida
al soporte (las bacterias se eliminaban con los lavados durante dicho perodo). Sin embargo, partir de
las 6 h de cultivo, la adherencia aumentaba hasta el nal del perodo de estudio (48 h). Unicamente
para la placa para cultivo celular, el incremento resulto signicativo y continuo con todas las cepas. En
relacion a otros (Power, M.E., Olson, M.E., Domingue, P.A.G... 1990 J. Med. Microbio. 33: 189-1985),
(McDermid, K.P., Morck, D.W., Olson, M.E... 1993 J. Infect. Dis. 168: 897-903), (Ward, K.H., Olson,
M.E., Lam, K... 1992 J. Med. Microbiol. 36: 406-413) y (Domingue, G., Ellis, B., Dasgupta, M... 1994
J. Clin. Microbiol. 32: 2564-2568), el ensayo dise~nado de formacion de biolms, basado en la utilizacion
de variantes PE, de placas especiales de cultivo celular, biofolms de 6 a 48 h y evaluacion de viabilidad
por luminometra, resulta rapido, sistematizable y objetivo.
El trabajo demuestra la utilidad del ensayo de ATP de 96 pocillos descrito en la evaluacion de la
capacidad formadora de biolms que presentan los aislamientos obtenidos a partir de individuos con es-
talocias. Tambien muestra este estudio la sencillez con que pueden clasicarse en PE y NPE los distintos
aislamientos que podran obtenerse a partir de un mismo individuo. Finalmente, este trabajo demuestra
que dicha capacidad es mayor si las cepas son PE respecto de las NPE. La formacion de biolms segun
el metodo indicado puede ayudar a predecir la efectividad de antibioticos frente a las bacterias impli-
cadas, tal y como se ha ilustrado en el ejemplo 1. Ello facilita la eleccion del tratamiento adecuado en
los individuos que padecen estalococias. La metodologa a seguir para determinar la sensibilidad a los
antibioticos (una vez crecidas las bacterias en biolms) se especica en el ejemplo 1.
Figura 1: Determinacion por ATP-Bioluminiscencia de la viabilidad bacteriana (ufc/cm2), en biolms
de la cepa 80 PE, desarrollado sobre placas de plastico a lo largo de 48 horas de incubacion a 37C. En
ordenadas, se representan expresiones exponenciales; por ejemplo, 2,5e+9 = 2,5 x 109.
Figura 2: Determinacion por ATP-Bioluminiscencia de la viabilidad bacteriana (ufc/cm2), en biolms
de la cepa 80NPE, dcsarrollado sobre placas de plastico a lo largo de 48 horas de incubacion a 37C. En
ordenadas, se representan expresiones exponenciales; por ejemplo, 2,5e+9 = 2,5 x 109.
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Figura 3: Determinacion por ATP-Bioluminiscencia de la viabilidad bacteriana (ufc/cm2), en biolms
de la cepa 510PE, desarrollado sobre placas de plastico a lo largo de 48 horas de incubacion a 37C. En
ordenadas, se representan expresiones exponenciales; por ejemplo, 2,5e+9 = 2,5 x 109.
Figura 4: Determinacion por ATP-Bioluminiscencia de la viabilidad bacteriana (ufc/cm2), en biolms
de la cepa 510NPE, desarrollado sobre placas de plastico a lo largo de 48 horas de incubacion a 37C. En
ordenadas, se representan expresiones exponenciales; por ejemplo, 2,5e+9 = 2,5 x 109.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para el ensayo de antimicrobianos frente a bacterias que crecen en biocapas, carac-
terizado por las siguientes etapas:
1. Crecimiento de las bacterias adheridas e incluidas en biolms bacterianos. Los biolms se
desarrollan en pocillos de placas de cultivo celular de poliestireno (96 pocillos/placa). Se utilizan:
a) variantes productoras de exopolisacaridos (PE) generadas en el laboratorio; b) aislamientos a
partir de individuos con infecciones bacterianas; o c) cepas SP producidas en el laboratorio a partir
de los aislamientos mencionados en b).
Se determina por luminometra la viabilidad bacteriana para conocer la capacidad formadora de
biolms en cada caso o bien se puede proceder a los pasos siguientes para el estudio de sensibilidad a los
antibioticos (etapas 2 y 3).
2. Se a~naden uno o mas antibioticos por placa para estudiar la efectividad de los mismos frente a
las bacterias.
3. Tras la accion del antibiotico, se determina la viabilidad bacteriana del siguiente modo: uti-
lizando ba~no ultrasonico y un extractante para obtener el ATP de las bacterias viables presentes
en el biolm, se cuantica el contenido en ATP de las bacterias del biolm automaticamente me-
diante luminometra, correlacionandose este contenido con el numero de bacterias viables (ufc) de
la muestra original.
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